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目的
!

探讨老年晚期非小细胞肺癌患者循环肿瘤细胞"
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$的表达与表皮生长因子受体
.

酪氨酸激酶抑制剂"
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K4.2fJ

$疗效相关性%方法
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例老年晚期非小细胞肺癌的患者!以全部患者
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表达数值的中位数为分界点!高于中位数的

为高表达组!低于中位数的为低表达组均予
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类药物治疗!对其疗效及预后进行对比%生存分析采用
fO

Q

>O,.<E#EG

法!
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法检验及
="8

多因素回归分析%结果
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疗效方面
=2=

低表达组有效率为
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$!两组差异有统计学意义"
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$%预后方面
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低表达组和
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高表达组!中位总生存时间分别为
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个月$!两组比较差异有统计学意义"
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表达水平的变化与
I]K4.2fJ

治疗的疗效及预后呈负相关!可作为老年晚期非小细胞肺癌患者
I]K4.2fJ

治疗的疗效及预后的预测指标%
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&已成为

导致人口死亡的重要疾病之一)局部肿瘤的进展及血行转移

是导致患者死亡的主要原因)而肿瘤远处转移的前提是肿瘤

细胞能够进入外周血中形成循环肿瘤细胞$

R#GRU>OF#,
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)老年
7;=3=

患者初诊时多已属晚期#且其心肺

功能差#并发疾病多#往往失去了手术及化放疗的机会)表皮

生长因子受体
.

酪氨酸激酶抑制剂$

I]K4.2fJ

&已成为具有

I]K4

突变的晚期
7;=3=

患者一线治疗)但耐药性的发生

限制了
I]K4.2fJ

的使用)如何在治疗过程中适时评估
I].

K4.2fJ

疗效及预后是一个难题)多项临床研究均显示
=2=

表达水平的变化与肺癌患者的疗效及预后密切相关'

1.0

(

)因此

本文以老年晚期
7;=3=

患者为研究对象#旨在探讨外周血
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与
I]K4.2fJ

疗效及预后之间的相关性)
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资料与方法
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一般资料
!

筛选本院干部医疗科
1%$1

年
$%

月至
1%$0

年
?

月收治且经病理组织学诊断的老年晚期
7;=3=

患者
))

例#纳入标准!$

$

&年龄超过
-%

岁%$

1

&经病理或脱落细胞学诊

断确诊为
7;=3=

%$

'

&经影像检查为
)

H

*,

期患者%$

0

&预计

生存时间大于
'

个月%$

?

&既往未行化疗或放射治疗)排除标

准!$

$

&缺乏肺癌病理学诊断%$

1

&已接受化疗及放射治疗%$

'

&

-%?0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
0?

卷第
'1

期

"

基金项目$云南省科技厅应用基础研究面上项目$

1%$1K@$)0

&)

!

作者简介$何文杰$
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&#主治医师#博士#主要从事肺癌的内科治疗

及研究)

!

#
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通讯作者#
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依从性较差)其中男
0%

例#女
1)

例#男女比例为
$&/1̀ $&%%

#

年龄
-%

*

/0

岁#平均年龄
-)

岁#病理类型!腺癌
?/

例#鳞癌
/

例)

27<

分期!

)

@

期
0

例#

,

期
)1

例#功能状态$

6;

&评分

%

*

$

分
00

例#

&

1

分
11

例)治疗前后均行胸腹部
=2

*彩超*

颅脑
<4J

*心电图#血常规*血生化及肿瘤标志物检查)依据

本实验数据#根据统计学的方法#以全部患者
=2=

表达数值的

中位数
)/&?

为分界点#高于中位数的为
=2=

高表达组#低于

中位数的为
=2=

低表达组)本研究已获本院伦理委员会

批准)
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方法
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治疗方法
!

根据医生经验从以下
'

种
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类

药物中任选一种)吉非替尼片$阿斯利康公司生产&使用剂量

为每次
1?%W

N

#口服#每天
$

次%厄洛替尼片$美国罗氏公司生

产&使用剂量为每次
$?%W

N

#口服#每天
$

次%盐酸埃可替尼片

$浙江贝达药业公司生产&使用剂量为每次
$1?W

N

#口服#每天

'

次)无论选择何种药物均至少服用
$

个月)
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实验方法
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标本采集
!

所有患者在治疗前先从肘正中静脉中抽

血
$W3

#加入肝素抗凝混匀#并在采集后
1L

内进行检测)
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抗体及试剂
!
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*
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*
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*
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溶血素#均购于美国
@ERXWO,R"U>FEG

公司)流式细胞

仪
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$美国
@ERXWO,R"U>FEG

公司&)小鼠抗人
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$

6EGW1

&破膜通透液

$

$%b

&%淋巴细胞分离液)均购于美国
@ERXWO,R"U>FEG

公司)

@&A&A&B
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的检测
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取试管加入
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$

3=90?.6=?
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$

3

I]K4.6I

和
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$

3=f$/.KJ2=

#加入肝素抗凝的全血
$%%

$

3

#摇匀后避光室温保存
'%W#,

)然后加入
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溶血素
1

W3

溶血#

$?W#,

后上机检测#表达
=90?

B

=f$/

Z的细胞为患

者外周血残留的肿瘤细胞$

=2=

&)取患者肝素抗凝血
?W3

混匀)用磷酸盐缓冲液$

6@;

&或生理盐水将血液
$`$

稀释)

用
$?W3

离心管先加入
K#R">>

淋巴细胞分离液
?W3

#再加入

稀释后的血液
$%W3

#延管壁缓缓加入到
K#R">>

上层)

1'%%

G

"

W#,

离心
'% W#,

#收集单核细胞层界面细胞#加入
1 W3

6@;

#轻轻混匀#

$%%%G

"

W#,

离心
?W#,

#弃上清液)分别取

$%%

$

3

于两只流式反应管中#实验管加入
1%

$

3=90?

"

6I.

=

T

?

和
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$

3=f$/

"
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#对照管加入同型对照
J

N

].6=?

*

J

N

].

6I

#室温避光静置反应
'%W#,

#加入
1W36@;

#轻轻混匀#

$

%%%G

"

W#,

离心
?W#,

#弃上清液)两管中分别加入
$_

多聚甲

醛
?%%

$

3

#室温避光反应
$%W#,

#

6@;

漂洗离心去上清液)两

管中分别加入破膜通透液
?%%

$

3

#室温避光反应
$%W#,

#

6@;

漂洗离心去上清液)
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疗效评价
!

疗效按
D\C

实体瘤评价标准分为!完全

缓解$

=4

&*部分缓解$

64

&*疾病稳定$

;9

&#疾病进展$

69

&#

=4Z64

为有效#

=4Z64Z;9

为控制)无进展生存期$

Q

G".

N

GE++#",VGEE+UGM#MO>

#

6K;

&指自治疗首日至病变进展日%总生

存期$

"MEGO>>+UGM#MO>

#

C;

&为自治疗首日至死亡日或失访日#

均以月计算)

@&B

!

统计学处理
!

应用
;6;;$)&%

统计软件进行分析#非正

态性分布数据用
N

$

E

1?

#

E

-?

&表示#采用配对秩和检验进行分

析%生存分析采用
fO

Q

>O,.<E#EG

法#

3"

N

GO,X

法检验及
="8

多

因素回归分析%以
E

$

%&%?

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

=2=

与临床因素的关系
!

在
))

例患者中#

=2=

表达在

不同性别*年龄*病理类型*分化程度*临床分期*

6;

评分间差

异无统计学意义$

E

%

%&%?

&#见表
$
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表
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晚期非小细胞肺癌
=2=

表达水平与临床因素的关系

项目
#

=2=

水平'

N

$

E

1?

#

E

-?

&(

+ E

性别

!

男
0% -$&'

$

1%&?

#

$%'&)

&

1&?-' %&$$

!

女
1) )-&?

$

$)&'

#

(/&?

&

年龄$岁&

!&

-? 1) -'&$

$

1'&)

#

$%/&1

&

$&?1' %&$1/

!$

-? 0% ))&(

$

$-&?

#

((&'

&

病理类型

!

鳞癌
/ -%&'

$

10&?

#

$$%&(

&

%&/'/ %&'(%

!

腺癌
?/ )-&)

$

$?&)

#

$%%&?

&

分化程度

!

高分化
$' )?&'

$

$?&?

#

('&1

&

$&'/$ %&$('

!

中分化
$? )/&0

$

$(&)

#

$%%&/

&

!

低分化
'/ -%&)

$

$/&/

#

$%)&$

&

临床分期

!)

@ 0 )%&?

$

$0&'

#

(/&)

&

%&-(? %&0'%

!,

)1 )/&'

$

$)&'

#

$%%&-

&
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评分$分&

!

%

*

$ 00 )-&'

$

$0&(

#

(/&(

&

$&'?$ %&$/1

!&

1 11 -%&1

$

$(&)

#

$%)&/

&

A&A

!
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与
I]K4.2fJ

疗效的关系
!

本组
))

例患者中#总

有效率为
'(&0_

$

1)

"

))

&#疾病控制率为
)%&)_

$

0%

"

))

&)

=2=

低表达组有效率为
?'&'_

$

$)

"

'%

&#疾病控制率为
/%&%_

$

10

"

'%

&%

=2=

高表达组有效率为
1-&/_

$

$%

"

')

&#疾病控制率

为
00&0_

$

$)

"

')

&#两组差异有统计学意义$

E
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&#见表
1
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表
1

!!

=2=

表达水平与
I]K4.2fJ

疗效的关系

组别
#

=2=

水平'

N

$

E

1?

#

E

-?

&(

=4

$

#

&

64

$

#

&

;9

$

#

&

69

$

#

&

44

$

_

&

"

1

E 9=4

$

#

&

"
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E

低表达组
'% ?'&/

$

$0&?

#

$%'&)

&

1 $0 / ) ?'&' $$&0- %&%%- /% /&))? %&%%'

高表达组
') ()&'

$

?/&-

#

$?/&?

&

% $% ) 1% 1-&/ 00&0%

A&B

!

I]K4.2fJ

治疗前后
=2=

表达水平的变化
!

本组
))

例

患者中#治疗有效的
0%

例患者
=2=

表达水平治疗前后变化的

差异有统计学意义$

E

$

%&%?

&%治疗无效的
1)

例患者
=2=

表

达水平治疗前后变化的差异无统计学意义$

E

%

%&%?

&#见表
'

)

A&C

!

=2=

表达水平与生存期的关系
!

本组病例中位
C;

为

1%&)

个月$

(?_BL

!

$-&(

*

1'&0

个月&#

$

年生存率为
)$&/_

#

'

年生存率为
$'&?_

)

=2=

低表达组和高表达组#中位
C;

分

别为
11&/

个月$

(?_BL

!

$/&(

*

1)&/

个月&和
$/&'

个月$

(?_

BL

!

$0&/

*

1$&(

个月&#

$

年生存率分别为
)0&-_

和
?)&1_

%

'

年生存率分别为
1%&)_

和
)&1_

)经
3"

N

GO,X

检验#两组比
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重庆医学
1%$)

年
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月第
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卷第
'1

期



较差异有统计学意义$

Ee%&%$

&#见图
$

)本组病例中位无进

展生存期$

6K;

&为
/&)

个月$

(?_BL

!

)&'

*

$%&(

个月&)

=2=

低表达组和高表达组#中位
6K;

分别为
$$&?

个月$

(?_BL

!

/&$

*

$?

个月&和
?&)

月$

(?_BL

!

1&(

*

/&1

个月&%经
3"

N

GO,X

检验#两组比较差异有统计学意义$

Ee%&%%?

&#见图
1
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表
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!!

治疗前后
=2=

表达水平的变化

组别
#

=2=

水平'

N

$

E

1?

#

E
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&(

治疗前 治疗后
7 E

有效组
0% ))&(

$
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#
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&
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$
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#
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&
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无效组
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图
$

!!

晚期非小细胞肺癌
=2=

表达水平与生存期的关系

图
1

!!

晚期非小细胞肺癌
=2=

表达水平

与无进展生存期的关系

B

!

讨
!!

论

!!

$/)(

年#

5+LP"GFL

因在癌症死亡的患者外周血中发现了

类似肿瘤的细胞#提出了
=2=

的概念'

?

(

)

=2=

定义为因内在

或外在原因#由原发灶或转移灶释放进入血循环的肿瘤细

胞'

)

(

)恶性肿瘤在增殖*发展过程中不断有肿瘤细胞脱落#部

分脱落的肿瘤细胞可通过上皮间质转化$

I<2

&过程#在
975

水平*蛋白质修饰及细胞表型上发生改变而具有侵袭性#从而

能够进入外周血循环系统#成为具有转移能力的
=2=

'

-

(

)

晚期
7;=3=

的治疗目前仍以化疗为主#相关性研究显示

=2=

表达水平的变化与肺癌化疗的疗效呈负相关'

?

(

)对于晚

期初治*化疗失败的
7;=3=

患者而言#口服分子靶向药物酪

氨酸激酶抑制剂$

I]K4.2fJ

&是可选治疗方案之一)肿瘤细

胞可通过调控
I]K4

的突变异常或过度表达#使肿瘤细胞生

长调节失控#从而抑制肿瘤细胞的凋亡#促进其不断增殖'

/

(

)

I]K4.2fJ

通过阻断酪氨酸激酶的自身磷酸化#抑制
I]K4

的过度表达#促进细胞的凋亡#从而抑制肿瘤细胞的增殖'

(

(

)

I]K4

突变阳性的患者使用
I]K4.2fJ

治疗后可获得
6K;

及

C;

的获益#目前已经成为晚期
7;=3=

具有
I]K4

突变患者

的一线治疗方案)但在临床中
I]K4.2fJ

的应用往往受限于

随后发生的耐药#其
2-(%<

*

<I2

扩增等是诱发耐药的主要

原因'

$%

(

)如何在治疗前和治疗过程中采用相对微创方法来评

估
I]K4.2fJ

类药物的疗效及预后是一个难题)

近几年来#以外周血为载体进行循环肿瘤细胞的检测及相

关基因的表达越来越受到人们的重视)外周血*体液*胸腹腔

积液等均可负载肿瘤细胞#具有肿瘤相关基因或蛋白的表达#

理论上可成为组织的替代物)但对
=2=

行基因检测是否可以

取代实体瘤基因检测#仍存在争议)

I>#SOHEFL

等'

$$

(发现接受

I]K4.2fJ

治疗的
7;=3=

患者的
=2=

携带的基因信息与肿

瘤组织具有高度一致性)

gOWOW"F"

等'

$1

(研究表明在
=2=

中

存在
I]K4

*

<I2

*

2-(%<

等基因突变#可通过对
=2=

行基因

检测来评估疗效及预后)

7;=3=

患者外周血中的
=2=

数量较少#即使对晚期患者

仍难以检测)由于这个原因#建立一种精确*可靠*可重复的技

术方法从外周血检测
=2=

尤为重要)目前
=2=

检测常用方

法主要有流式细胞仪*反转录聚合酶链反应$

6=4

#

42.6=4

&#

=E>>;EOGRL

2<系统法'

$1

(

)这些技术方法可明显提高
=2=

的检

出率)其中#流式细胞仪是一种高速细胞分析与分选技术)它

可以执行相同的细胞#主要利用荧光抗体染色#对细胞的化学

和物理特性进行多参数分析'

$'

(

)因为其简单#可靠#快速的特

性#已成为目前检测
=2=

的主要技术)

本项研究以晚期
7;=3=

患者的外周血为载体#利用流式

细胞技术进行
=2=

表达水平的检测)本研究结果显示!晚期

7;=3=

患者口服
I]K4.2fJ

后
=2=

低表达组有效率为

?'&'_

#疾病控制率为
/%&%_

%

=2=

高表达组有效率为

1-&/_

#疾病控制率为
00&0_

#两组差异有统计学意义$

E

$

%&%?

&)

I]K4.2fJ

治疗有效的患者#治疗前后
=2=

的表达水

平变化明显#治疗后比治疗前明显下降%而
I]K4.2fJ

治疗无

效的患者#治疗前后
=2=

的表达水平变化不明显%说明
=2=

表达水平的变化与
I]K4.2fJ

的疗效呈负相关#

=2=

表达水

平的变化可以作为晚期
7;=3=

患者
I]K4.2fJ

疗效的预测

指标)这与
<OLE+POGO,

等'

$0

(和
7O

N

GOFL

等'

$?

(研究显示的在

I]K4.2fJ

治疗过程中监测发现
=2=

表达的改变可以反映患

者病情的变化趋势和治疗疗效的结果是一致的)

本研究结果还显示!

=2=

低表达组和高表达组#中位
C;

分别为
11&/

个月$

(?_BL

!

$/&(

*

1)&/

个月&和
$/&'

个月

$

(?_BL

!

$0&/

*

1$&(

个月&#

$

年生存率分别为
)0&-_

和

?)&1_

%

'

年生存率分别为
1%&)_

和
)&1_

#两组比较差异有

统计学意义$

Ee%&%$

&)中位
6K;

分别为
$$&?

个月$

(?_BL

!

/&$

*

$?&%

个月&和
?&)

个月$

(?_BL

!

1&(

*

/&1

个月&%两组比

较差异有统计学意义$

Ee%&%%?

&)这可能是因为
=2=

低表

达组相比
=2=

高表达组具有更好的
I]K4.2fJ

疗效及疾病

控制率#从而为患者带来了更好的
C;

及
6K;

)说明
=2=

的

表达水平与
I]K4.2fJ

治疗的预后呈负相关#

=2=

低表达者

较高表达者有更长的总生存期和无疾病进展生存期#

=2=

表

达水平的变化可以作为晚期
7;=3=

患者
I]K4.2fJ

治疗预

后的预测指标)

目前多数研究认为#

=2=

表达水平的变化可以作为预测

肿瘤患者疗效及预后的指标)通过本试验研究显示#

=2=

表

达水平的变化与
I]K4.2fJ

治疗的疗效及预后呈负相关#可

以作为老年晚期
7;=3=

患者
I]K4.2fJ

治疗的疗效及预后

的预测指标)
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
'1

期
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